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RESUMEN

Tres péptidos obtenidos a partir de la hidrélisis y posterior simulacion de la digestion
gastrointestinal de a-lactoalbumina fueron estudiados para correlacionar propiedades
estructurales y fisicoquimicas con potenciales actividades antioxidantes y
antihipertensivas. Los péptidos IWCKDDQNPH (P1), KFLDDDLTDDIM (P2) vy
DKFLDDDLTDDIM (P3) tienen carga negativa global y son hidrofilicos. Después de
modelarlos, se realizaron simulaciones de Dinamica Molecular para estudiar su espacio
conformacional. P1 adopto cierta estructura secundaria parcial (alfa hélice), mientras que
P2 y P3 muestran una distribucion extendida. Las estructuras, simuladas en forma
solvatada, fueron estudiadas en cuanto a sus superficies accesibles al solvente. P1, P2y
P3 exponen cargas negativas al solvente, y esta informaciéon es consistente con el indice
GRAVY, también evaluado. Otras caracteristicas evaluadas fueron la capacidad de
penetracidon celular (mediante el predictor CCPred) y la vida media (mediante el predictor
PLifePred). Estudios DFT fueron llevados a cabo para estudiar la capacidad antioxidante.
Para el analisis por Teoria del Funcional de Densidad (DFT) se emplearon funcionales de
densidad de clase M06. En particular MO6-L, adecuado para el estudio de interacciones
no covalentes. El conjunto de base empleado fue 6-31G*. De acuerdo a los resultados
obtenidos cabria esperar capacidad antioxidante para P1, que presenta en su secuencia
Triptéfano. Esto es coherente con los resultados obtenidos experimentalmente por los
métodos ORAC, HORAC y ABTS. Con la finalidad de evaluar la capacidad
antihipertensiva de P1, P2 y P3 se realizaron estudios de anclaje molecular en la Enzima
Convertidora de Angiotensina (ECA), observandose que P1 entabla mas interacciones

con el sitio activo de ECA.

Palabras clave: péptidos bioactivos, efecto antihipertensivo, Enzima Convertidora de
Angiotensina (ECA), efecto antioxidante, dinamica molecular (MD), Density Functional
Theory (DFT).
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INTRODUCCION

Se entiende por péptidos bioactivos aquellos que resultan de la hidrdlisis de proteinas
presentes en alimentos y que tienen algun efecto considerado benéfico en la salud
humana.

Estos efectos pueden ser variados (antihipertensivos, antioxidantes,
hipocolesterolémicos), y son deseables, ya que las Enfermedades Croénicas no
Transmisibles (ECNT) son causa del 71% de las defunciones a nivel mundial [1]. Por lo
tanto es relevante la identificacion y caracterizacion de péptidos provenientes de
alimentos que promuevan los efectos mencionados.

En este trabajo se consideraran péptidos derivados del suero lacteo, residuo que se
obtiene del proceso de elaboraciéon del queso, y que es una potencial fuente de péptidos
bioactivos.

Segun resultados reportados [2], y otros aun no publicados del equipo de Medrano, los
péptidos se obtuvieron partiendo de un hidrolizado de a-lactoalbumina con 0.1 % m/m de
enzima alcalasa (proteasa) (2.4 U/g, Anson Units), y sometiéndolo a las condiciones de
digestion gastrointestinal mediante un proceso estandarizado. Para identificar los péptidos
presentes, el digerido fue analizado por cromatografia y en funcién de los resultados las
fracciones con mayor actividad antioxidante y antihipertensiva fueron analizadas por
espectrometria de masas. Los péptidos mayoritarios de las fracciones con mayor
actividad antihipertensiva y antioxidante fueron sintetizados.

Las secuencias correspondientes a estos péptidos seran analizadas en este trabajo, asi
como los resultados de actividad antioxidante [2] y antihipertensiva obtenidos por
Medrano et al.

Las secuencias de los péptidos se ven representadas en la Figura 1 en la posicion que
ocupan en la a-lactalbumina, previa digestiéon y son las siguientes: IWCKDDQNPH,
KFLDDDLTDDIM, DKFLDDDLTDDIM. En la Figura 2. se muestra la estructura que

presentan en la a-lactalbumina.
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Figura 1. Secuencia de a-lactalbumina de Bos taurus (PDB ID: 1F6S) la secuencia de P1
(IssWCKDDQNPHgg) y la P3 (D;sKFLDDDLTDDIMy,) se muestran en recuadros. (La secuencia de
P2 (K;sFLDDDLTDDIMg,) esta contenida en P3.) Figura generada con MOE.

Figura 2. Representacion tridimensional de los péptidos P1(ls;WCKDDQNPHgg), en verde y P3
(D;sKFLDDDLTDDIMg,), en amarillo, tal cual existen en la a-lactalbumina (Bos taurus), en azul. Se
evidencian los atomos que componen sus aminoacidos terminales y la estructura secundaria que
adopta la region. (La secuencia de P2 (K;,FLDDDLTDDIM,,) esta contenida en P3). (PDB ID:
1F6S, Res: 2.2A). Figura generada con MOE.

Al observar los péptidos obtenidos, es relevante tener en mente cual proteasa se empled
para la hidrdlisis y cuales son sus caracteristicas. La alcalasa es una serin proteasa con
actividad optima a pH alcalino muy utilizada para digestiones por presentar poca
especificidad por sitios de corte y permitir la obtencion de gran cantidad y diversidad de

fragmentos [3].
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Posteriormente se volvid a estudiar la actividad antihipertensiva (por ensayo de inhibicion
de ECA) y antioxidante (por ORAC, HORAC y ABTS) esta vez no de las fracciones sino

de los péptidos seleccionados [4].

En base a todo lo mencionado, se realizara un abordaje in silico partiendo de la premisa
de que el mismo ayudard a conocer y comprender las bases moleculares de la

bioactividad de los péptidos obtenidos a partir de a-lactalbumina.
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Efecto antihipertensivo

La Enzima Convertidora de Angiotensina (ECA), es una metaloproteasa con funcion
dipeptidil carboxipeptidasa [5] perteneciente al clan MA, subclan MA(E), familia M2. Como
tal presenta el dominio HEXXH de union al zinc. Tiene la particularidad de ver su actividad
afectada por la presencia de aniones cloruro [5]. Es una proteina transmembrana tipo | y
se encuentra en células endoteliales vasculares (en especial pulmonares) participando en
el control de la presion arterial por medio del sistema Renina-Angiotensina (RAS). ECA
cataliza la conversion de Angiotensina I (Ang ), decapéptido
(Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-His-Leu) que se origina como producto de la hidrolisis de
la Angiotensina (AGT) por medio de la Renina) en Angiotensina Il (Ang Il). Ang Il es un
octapéptido (Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe) cuya unién a receptores acoplados a
proteina G y posterior cascada de sefalizacion tiene como consecuencia la
vasoconstriccion, lo que aumenta la presion arterial [6]. Por esta razon inhibidores de
ECA son deseables como farmacos antihipertensivos. ECA contiene dos dominios
homdlogos (N y C) cada uno con un sitio activo con aproximadamente 60% de identidad
[5] siendo el sitio activo del dominio C el que presenta mayor selectividad por Angl como
sustrato [7]. El producto de la hidrélisis de Angl por ECA, Angll, es a su vez inhibidor
selectivo del dominio C. Esta inhibicidn por producto es relevante fisiolégicamente, pues
Angll es un potente vasoconstrictor [7].

A pesar de la diferencia en la selectividad de los dos dominios, el disefio de
antihipertensivos poco especificos frecuentemente lleva a que inhiban tanto un sitio como
el otro. Mientras que la inhibicion del dominio C genera el efecto deseado, la inhibicion del
dominio N conlleva a la acumulacion de bradicinina en los pulmones, trayendo esto
efectos indeseables para la salud [8].

ECA existe in vivo tanto en forma anclada a membrana, en células del endotelio pulmonar
principalmente, como soluble, en la sangre. La regioén linker que une al dominio Ny el C
es desestructurada (Figura 3) y por lo tanto no existen a la fecha estructuras

cristalograficas de ECA completa.
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Figura 3. Modelo de ECA generado por AlphaFold (9) (UniProt ID: P12821). La variacién en
colores representa la confiabilidad del modelo, en azul oscuro las zonas en las que el modelo es

mas confiable, en naranja las zonas menos confiables.

Por esto, y por el efecto antihipertensivo ya mencionado de la inhibicién del dominio C de
ECA (Figura 4a), es que la evaluacion de la interaccidon con los péptidos seleccionados se
llevara a cabo sobre el sitio activo de la subunidad C de la ECA somatica humana (Figura
4b).

Figura 4. a) Representacion 3D de ECA (PDB ID: 1086) b) Sitio activo de ECA. Incluye, Zn,

His®®3, e His®’, Glu*", Glu®*, y una molécula de agua cristalografica.

Antonella Alba
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Los inhibidores farmacoldgicos empleados a la fecha (captopril, lisinopril, enalaprilat)
contienen grupos cargados y actuan todos por interacciones electrostaticas a nivel del
Zn?*". La inhibicién por accién de péptidos no tendria por qué tener el mismo mecanismo
[7]. En cuanto al sitio activo de la subunidad C de ECA , contiene un Zn, que coordina con
dos histidinas, His®*®*, e His*” y un glutamato, Glu*'". Ademas se encuentra presente otro
glutamato, Glu***, cuyo carboxilo terminal coordina con una molécula de agua
cristalografica (Figura 4.b). Segun el mecanismo de accidén propuesto, la molécula de
agua del sitio activo actuaria como nucledfila, atacando al carbono carbonilico del enlace
peptidico que une a la Phe con la His en Angl. En lo que refiere a las interacciones
ECA-péptidos relevantes, Ala**® y Tyr** contribuirian a estabilizar [7], y Glu** podria o no

interactuar (Figura 5).

C—'-'*HOH2570

¢

o

Figura 5. Sitio activo en turquesa. Incluye, Zn, His®? e His*®’, Glu*"", Glu®*, y una molécula de
agua cristalografica. Aminoacidos relevantes para la interaccién ECA—péptidos segun bibliografia

en amarillo (Ala®® y Tyr 523),

Antonella Alba
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Efecto antioxidante

Es sabido que la actividad antioxidante de los péptidos se ve afectada por caracteristicas
estructurales como la composicion aminoacidica, el tamafio o la masa molecular [10]. Los
péptidos que contienen aminoacidos con electrones susceptibles de ser compartidos
pueden actuar neutralizando radicales libres o reduciendo cationes metalicos [11-13].
Proporciones elevadas de Alanina, Leucina y Prolina, de aminoacidos aromaticos como
Triptéfano, Fenilalanina y Tirosina, asi como la presencia de Histidina, se han asociado a
la capacidad de neutralizacion de radicales libres por transferencia directa de electrones
[10]. En el caso de la Histidina, que también es capaz de quelar metales, la actividad
antioxidante esta asociada al anillo imidazol.

El mecanismo por el que esta capacidad antioxidante tiene lugar puede ser, la
transferencia de un atomo de hidrogeno, HAT (Hydrogen Atom Transfer) o la transferencia
de un electrén SET (Single Electron Transfer) del compuesto antioxidante a un radical, tal

cual se ilustra en la Figura 5.

Hydrogen Atom Transfer (HAT) A-H+X® —> A"+ X-H

Single Electron Transfer (SET) A-H+X' — X +A-H" — X-H +A°

Figura 5. Mecanismos de accion antioxidante.

A su vez, estos mecanismos por los que se ejerce la capacidad antioxidante pueden
evidenciarse por diferentes ensayos que la evaluan. Asi, compuestos que muestran
capacidad antioxidante por el método ORAC o HORAC (cuyas caracteristicas se
detallaran en la seccion Resultados y Discusidn) ejerceran su funcidén antioxidante por el
mecanismo HAT y compuestos que muestran capacidad antioxidante por ABTS podran

ejercerla tanto por el mecanismo HAT como SET.

Las cadenas laterales aromaticas pueden participar tanto en reacciones de transferencia
directa de electrones (ET) como en la transferencia de atomos de Hidrégeno (HAT) [11,
14]. Ademas del largo de la cadena, la composicidn y la secuencia, la ubicacion de los
aminoacidos en el péptido es relevante [15]. La presencia de Tirosina y Metionina como
grupos C-terminales y la de Triptéfano y Tirosina como N-terminales incrementaria la

capacidad antioxidante de los péptidos [16]. Se ha reportado buena capacidad
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antioxidante en secuencias que incluyen, Prolina, Histidina, o Tirosina y aminoacidos
hidrofébicos como Valina y Leucina en la regién N-terminal. La Prolina, por su peculiaridad
estructural de presentar la cadena lateral asociada a la principal, tiende a cambiar la
estructura secundaria del péptido y eso podria incrementar la disponibilidad de los
residuos circundantes para que actuen como antioxidantes [17].

Los motivos, Leucina y Serina/Leucina o Treonina y Leucina o Prolina y Leucina, en

particular en extremos N y C-terminales, incrementan la actividad de scavenging [18].

Antonella Alba
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HIPOTESIS

Siendo que la estructura molecular se vincula con la funcion, se toma como hipdtesis que
el efecto antioxidante de los péptidos estara relacionado con su estructura electrénica y
que el efecto antihipertensivo lo estara con su estructura tridimensional, la que
determinara las interacciones en el sitio activo de la Enzima Convertidora de

Angiotensina.
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OBJETIVOS

Caracterizacion fisicoquimica y estructural de los péptidos.

Evaluacion del efecto antihipertensivo por estudios de anclaje molecular en el sitio activo

de la Enzima Convertidora de Angiotensina (ECA).

Evaluacion del efecto antioxidante por estudios DFT (Density Functional Theory).

Antonella Alba
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MATERIALES Y METODOS

Materiales

Secuencias peptidicas
1- IWCKDDQNPH

2- KFLDDDLTDDIM

3- DKFLDDDLTDDIM

Estructura cristalografica de la enzima
Estructura cristalografica obtenida del Protein Data Bank, PDB ID: 1086

Hardware

1 estacion de trabajo con Sistema Operativo: Linux Mint. CPU Intel(R) Core(TM) i7-2600
CPU 3.40GHz. Graphic Processor Unity GeForce GTX480. HD: 1TB.

Software

MOE 2015 (19), NAMD 2017 (20), VMD 1.9.4 (21), Gaussview5 (22) y Gaussian09 (23).

Métodos

Los métodos empleados fueron simulaciones por Dinamica Molecular (MD), Docking, y
Density Functional Theory (DFT).

Las estructuras 3D de cada péptido se generaron y refinaron con MOE usando como
campo de fuerza AMBER 12 en todos los procesos.

La minimizacion de energia se evaluo en fase acuosa con Na*® and CI' como contraiones a
0.1mM vy 310K, con un gradiente de 0.01 kcal/mol. Para hacer un estudio conformacional
de los péptidos en solucion se llevaron a cabo Dinamicas Moleculares de 50
nanosegundos (ns) de los péptidos en fase acuosa para explorar sus posibles

conformaciones una vez determinada su estructura 3D usando NAMD.

Posteriormente se realiz6 un docking (induced fit) de los péptidos en las conformaciones
obtenidas a los 50ns de simulacion en el sitio activo de ECA y se evaluaron las mejores

poses.

Antonella Alba
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Propiedades fisicoquimicas como la carga neta a pH fisioldgico, el punto isoeléctrico, y las
Superficies Accesibles al Solvente (ASAs Accessible Surface Areas), fueron evaluadas
usando el software MOE2015 (19).

Para complementar las propiedades  fisicoquimicas, se evalud la
hidrofobicidad/hidrofilicidad de los péptidos mediante el indice GRAVY (24), la capacidad
de ingresar a las células empleando el predictor CPPred (25), PLifePred (26) para estimar
su vida media y la citotoxicidad asociada con ToxinPred (27). El indice GRAVY para un
péptido o proteina muestra una correlacion entre el signo de este indicador y la
hidrofobicidad e hidrofilicidad. Asi, para un indice negativo se esperaria una proteina o
péptido hidrofilico y viceversa (28). Usando MOE se calcularon diferentes descriptores
moleculares. En la bibliografia existen un gran numero de ellos (29). Los descriptores que
fueron considerados relevantes para este trabajo y que por lo tanto fueron evaluados
fueron, el area superficial accesible al solvente (agua) (Accessible Surface Area: ASA), el
area superficial accesible de todos los atomos cargados positivamente (ASA®), el area
superficial accesible de todos los atomos cargados negativamente (ASA’), el area
superficial accesible de los atomos hidrofobicos (ASA_H), y el area superficial accesible
de los atomos polares (ASA_P). ASA ha sido un descriptor util para evaluar las energias
de solvataciéon de moléculas pequenas y péptidos (30). Para las moléculas acuosas se
asumio un radio de 1.4 A. Ademas, toda la superficie se consideré simultaneamente
disponible para la solvatacion. Dado que las interacciones entre el agua y los sitios
polares son mucho mas fuertes que las interacciones entre el agua y los sitios no polares,
una molécula de agua unida por un enlace de hidrogeno a un sitio polar puede inhibir que
otras moléculas de agua se aproximen a sitios no polares y por lo tanto, en un calculo
tedrico, ASA_P estara subestimado y ASA_H sobrestimado con respecto a lo que serian

estas superficies en la realidad.

Las optimizaciones de geometria (en vacio) se calcularon a nivel DFT, empleandose
funcionales de densidad de clase M06. En particular MO6-L, adecuado para el estudio de
interacciones no covalentes (31). El conjunto de base empleado fue 6-31G*. Las

estructuras de partida fueron las resultantes de las Dinamicas Moleculares.

Antonella Alba
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RESULTADOS Y DISCUSION

Propiedades fisicoquimicas generales de péptidos de suero.

En la Tabla 1 se destacan los principales resultados de Medrano et al, de actividad
antioxidante [2] y antihipertensiva de los péptidos.

La actividad antioxidante fue evaluada por los métodos ORAC (Oxygen Radical
Absorbance Capacity), HORAC (HydrOxyl Radical Antioxidant Capacity) y ABTS (también
conocido como TEAC, Trolox Equivalent Antioxidant Capacity).

Los tres son métodos in vitro que buscan cuantificar la capacidad antioxidante. El principio
basico que siguen las tres metodologias es generar radicales libres. En ORAC, derivados
de peroxilo, en HORAC, derivados de hidroxilo, y en ABTS, derivados de la oxidacién del
mismo ABTS (acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico); y exponer la muestra
con propiedades antioxidantes a ellos. Si la muestra tiene propiedades antioxidantes la
concentracion de radicales disminuira, y esto podra vincularse con la variacién de alguna
propiedad observable y medible, por ejemplo, cambios en absorbancia, que pueden ser
evaluados por espectrofotometria.

La actividad antihipertensiva fue evaluada por ensayo de inhibicién de ECA in vitro, y se

reporta la concentracion de muestra necesaria para disminuir en un 50% la actividad

enzimatica.
Péptido IC5, ECA (mg/mL) | IC;, ORAC (mg/mL) | IC5, HORAC (mg/mL) | ICs5, ABTS (mg/mL)
(1) IWCKDDQNPH 3,91+ 0,2 0,015+0,002 1,30+0,05 0,45+0,02
(2) KFLDDDLTDDIM | N/a 0,19+0,03 N/a N/a
(3) DKFLDDDLTDDIM | N/a 0,18+0,06 N/a N/a

Tabla 1. Actividad antioxidante segin ABTS, ORAC y HORAC y actividad antihipertensiva
determinada por inhibicion de la enzima ECA, de los tres péptidos. N/a= ausencia de actividad

para las concentraciones ensayadas.

De aqui en mas los péptidos 1, 2 y 3 seran nombrados como P1, P2 y P3.
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Segun se reporta en la Tabla 2, P1, P2 y P3 tienen pesos moleculares que oscilan entre
los 1 y 1.5kDa con secuencias de entre 10 y 13 aminoacidos. Las cargas netas de P2 y
P3 a pH fisioléogico son las menores. Estos péptidos difieren Unicamente en un
aminoacido. P3 tiene un Aspartato extra, por lo tanto, su carga neta sera una unidad
menor que la carga de P2. La carga neta de P1 también es negativa, pero mas proxima a

la neutralidad.

Péptido | N° Punto Carga a [ Peso | GRAVY | Citotoxicidad | Penetracion | Vida media
aminoacidos | isoeléctrico | pH=7,4 | (Da) celular

1 10 4.94 -1.4 1254 | -1.66 no toxico 0.08 1089.01

2 12 3.39 -4.0 1436 [ -0.44 no toxico 0.08 832.41

3 13 3.30 -5.0 1551 | -0.67 no toxico 0.07 834.11

Tabla 2. Propiedades fisicoquimicas de los péptidos y predicciones de citotoxicidad (ToxinPred),
indice GRAVY, penetracién celular (CPPPred) y vida media (PLifePred). La masa molecular, el

punto isoeléctrico, y la carga a pH fisiologico, fueron calculadas con MOE 2015.

Utilizando servidores disponibles, CPPred, PLifePred y ToxinPred, se predijo la capacidad
de penetracién celular, la vida media y la toxicidad de los péptidos (Tabla 2). Ninguno de
los péptidos estudiados seria, de acuerdo con los algoritmos empleados, téxico a nivel
celular, ni tendria la capacidad de penetrar en las células. Con respecto a la vida media,
estaria dentro del rango esperable para péptidos.

Los valores de GRAVY fueron calculados para P1, P2 y P3. Los valores obtenidos
estuvieron por debajo de cero en todos los casos, lo que indica que son hidrofilicos (Tabla
2). Sin embargo, para P1 el valor obtenido fue aun menor que para P2 y P3. Confirmando
que P1 es mas hidrofilico que P2 y P3.

Los péptidos analizados tienen una secuencia de entre 10 a 13 aminoacidos. Péptidos de
estas dimensiones comienzan a adoptar estructura secundaria [32]. Para estudiar esto, el
espacio conformacional de cada péptido fue evaluado mediante Dinamicas Moleculares
de 50ns en solucién usando NAMD (promedio de las energias totales a lo largo de las
dinamicas en Tabla 3). Como resultado pudo observarse la estructura tridimensional que
P1, P2 y P3 adoptaron en solucién (Figura 6) y predecir su estructura secundaria. Esta
prediccion empled asignaciones de estructura secundaria por DSSP [33], el algoritmo

incluido en MOE a tales efectos. P2 y P3 adoptaron estructuras de random coil mientras
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que P1 adoptd una alfa hélice parcial. Para el caso particular de P1 el resultado es
consistente con el valor de GRAVY previamente mencionado, porque es consistente la
hidrofilicidad y la formacién de una alfa hélice.

En este modelo in silico se propone una probable transicion a esta estructura de alfa
hélice parcial en una solucién acuosa en condiciones fisiolégicas (0.1mM NaCl a 310K.)

Podemos interpretar que el ambiente acuoso va a favorecerlo termodinamicamente.

Figura 6. Representacion 3D con MOE mostrando las conformaciones adoptadas por P1
(IWCKDDQNPH), P2 (KFLDDDLTDDIM) y P3 (DKFLDDDLTDDIM) a los 50ns de la simulacion.

(La regidén de P1 que adopta la estructura de alfa hélice contiene los residuos KDDQ).

Péptido | Energia (kcal/mol)

P1 -17674,0163,0
P2 -14163,6155,6
P3 -15867,6+58,1

Tabla 3. Energia promedio (kcal/mol) para la etapa de produccion de la Dinamica Molecular de

cada péptido.

Existen reportes en la literatura de que existe una correlacion positiva entre la estructura
secundaria de los péptidos bioactivos y su actividad bioldgica [32, 34], aunque poco se
sepa sobre este tema.

Las conformaciones finales correspondientes a los 50ns de simulacion se presentan a
continuacion (Figura 7) como superficies moleculares coloreadas segun sus propiedades
electrostaticas y su lipofilicidad.

P1, P2 y P3 son mayormente hidrofilicos y negativos. Dado que P2 y P3 sélo difieren en
un aminoacido, sus superficies son bastante semejantes.

Las regiones hidrofilicas de P1 se ven externas, mientras que las lipofilicas aparecen mas
localizadas y menos accesibles al solvente, siendo esta observacion coherente con los

resultados previamente mencionados.
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Figura 7. Representaciéon 3D de P1, P2 y P3 (DKFLDDDLTDDIM) a los 50ns de simulacién (A) y

dos superficies moleculares mostrando la distribucién electrostatica (B) y la lipofilicidad (C) para

cada uno de los tres péptidos estudiados.
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Peptido | ASA ASA* ASA ASA H |ASA_P

1 10754.392 | 6580.189 | 4174.202 17.621 10736.771
2 8977.459 |5670.978 | 3306.480 18.719 | 8958.739
3 9771.751 | 6125.659 | 3646.091 34.036 [9737.715

Tabla 4. Areas de Superficie Accesibles (Accessible Surface Areas, A?) para P1, P2 y P3.
Superficies accesibles al solvente (agua) (ASA), ASA de los atomos cargados positivamente
(ASA"), ASA de los atomos cargados negativamente (ASA’), ASA de los atomos hidrofébicos
(ASA_H) y ASA de los atomos polares (ASA_P).

Las Areas de Superficie Accesibles al solvente (ASAs) fueron calculadas para los tres
péptidos (Tabla 4). Como se esperaba, P1 tiene una ASA_P superior a P2 y P3.
A pesar de que P1, P2 y P3 son mayormente negativos a pH fisioldgico, tienen mas

atomos cargados positivamente expuestos a la superficie que atomos con carga negativa.

El creciente interés por la identificacidon de péptidos bioactivos derivados de fuentes
alimentarias (35, 36, 37) ha implicado grandes avances en el area y en consecuencia han
surgido multiples bases de datos (38, 39) que buscan centralizar la informacion recabada.
Dada la importancia de la secuencia primaria para la bioactividad, se analizé la
informacion disponible.

La Tabla 5 incluye todos los péptidos con 8 o mas aminoacidos derivados de Bos taurus
a-lactoalbumina incluidos en Milk Bioactive Peptides DataBase (MBPDB). (Se aplicé el
filtro del numero de aminoacidos porque muchos dipéptidos tienen actividad bioldgica

reportada).
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Péptido Intervalo que ocupa en | Funcion Referencia
la secuencia de
a-lactalbumina
WLAHKAL 123-129 Inhibidor de ECA | [40]
YGGVSLPEW 37-45 Inhibidor de ECA | [41]
VGINYWLAHK 118-127 Inhibidor de ECA | [42]
LKGYGGVSLPEW | 34-45 Inhibidor de ECA | [41]
KGYGGVSLPEW | 35-45 Inhibidor de ECA | [43]
KGYGGVSL 35-42 Inhibidor de ECA | [43]
GYGGVSLPEW 36-45 Inhibidor de ECA | [40]
DKVGINYW 116-123 Inhibidor de ECA | [43]

Tabla 5. Listado de péptidos con 8 0 mas aminoacidos derivados de Bos taurus a-lactoalbumina
incluidos en Milk Bioactive Peptides DataBase (MBPDB). Se indica el intervalo que ocupan en la
secuencia de a-lactalbumina, la funcién que tienen reportada en la literatura y la referencia donde
se reporta. Se resaltan en amarillo G, I, L 6 V, aminoacidos cuya presencia en el extremo
N-terminal seria indicativa de inhibicién de ECA. Se resaltan en naranja P, Y 6 W, aminoacidos

cuya presencia en el extremo C-terminal seria indicativa de inhibicion de ECA.

Como la Tabla 5 muestra, la actividad inhibidora de ECA es una actividad ampliamente
extendida para varios péptidos de semejantes caracteristicas obtenidos de
a-lactoalbumina. Se ha reportado [44] que los aminoacidos terminales son cruciales para
la actividad bioldgica de los péptidos. Para el caso de la inhibicion de ECA, la presencia
de G, I, L 6 V en el extremo N-terminal (en amarillo) y de P, Y 6 W para el aminoacido
C-terminal (en naranja) son relevantes [45-47]. Lo mencionado tiene excepciones, y
pueden verse también en esta tabla, en la que se resaltan en naranja los aminoacidos que
cabria esperar encontrar en un extremo terminal de péptidos con actividad
antihipertensiva y con amarillo los aminoacidos que cabria esperar encontrar en el otro

extremo, y que no en todos los casos ocupan estas ubicaciones. Sin embargo, varios
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péptidos obtenidos de a-lactalbumina comparten estas caracteristicas. Pareceria que para
la mayoria de los casos el aminoacido C-terminal debe ser en efecto P, Y 6 W y el
N-terminal V, |, L 6 G. Pareceria también, que la presencia de K 6 D en el N-terminal no
afectaria la actividad inhibitoria de ACE, si son seguidos por varios G, |, L6 V.

P1 (Is;WCKDDQNPHgs) sigue bastante de cerca este patron, aunque no termina en Pro.
De todos modos cabe recordar que este aminoacido tiende modular la estructura
secundaria por la peculiaridad estructural de la Pro, que tiene su cadena lateral asociada
a la principal, lo que le confiere una flexibilidad conformacional que puede dejarla mas
expuesta, lo que de hecho sucede y puede observarse en figuras anteriores (ver Figura 5
anteriormente citada). Para el caso de P2 (K, ,FLDDDLTDDIMy) y P3
(D;,sKFLDDDLTDDIMg,), presentan Leucina pero no en posiciones terminales. Lo
analizado explica solo parcialmente lo observado, probablemente por la influencia de
otros factores adicionales a la estructura primaria en la actividad antihipertensiva. También
podria hacerse un analisis mas detallado de esta variable contando con mayor cantidad
de péptidos reportados en literatura.

En lo que refiere a la actividad antioxidante y el efecto de la secuencia aminoacidica en
ella, los aminoacidos terminales también son determinantes. De acuerdo con [48] cambiar
LHX (siendo X cualquier aminoacido) por LHW incrementaria significativamente la
actividad antioxidante detectada por el método TEAC (ABTS). Para los aminoacidos
reportados antioxidantes por ORAC [48] la presencia de aminoacidos hidrofébicos
(independientemente de su posicion) se correlacionaria de forma positiva con esta
actividad. Por lo tanto, la presencia de W, Y, I, F, M y L es deseable. De hecho, varios
péptidos derivados de la leche reportados en la literatura como antioxidantes [16]
comparten estas caracteristicas.

Dado que la capacidad antioxidante puede deberse también a la tendencia a donar
hidrogenos de ciertos aminoacidos, histidina, metionina y cisteina pueden favorecerla [16,
49].

Por lo tanto, cabria esperar que péptidos con W como aminoacido terminal que contengan
H, My C, asicomo, |, F, y L presenten actividad antioxidante.

De los sistemas estudiados, el que cumple en mayor medida con esta premisa es P1
(IWCKDDQNPH), lo que es coherente con los otros resultados presentados previamente.
De todas formas, P2 (KFLDDDLTDDIM) y P3 (DKFLDDDLTDDIM) también presentan

algunos de estos aminoacidos en sus secuencias.
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Estudios in vitro e in silico de péptidos con actividad antioxidante de suero.

De los tres péptidos ensayados, sélo P1 tuvo actividad detectable por los tres ensayos.

P2 y P3 solo presentaron actividad antioxidante por ORAC. Dentro de estos resultados
(Tabla 6), se sigue observando una variacion de un orden entre la capacidad antioxidante
de P1 versus la de P2 y P3, siendo P1 mas antioxidante, y P2 y P3 semejantes.

Con la finalidad de comprender mas en profundidad el método por el que esta capacidad
antioxidante tiene lugar se emplearon métodos cuanticos. Se muestran en la Figura 8 los
orbitales HOMO para los tres péptidos.

El orbital HOMO del P1 se encuentra localizado sobre el aminoacido Trp, lo que implica
que es el aminoacido tiene la capacidad a perder un electron, formando un radical libre,

ejerciendo el poder antioxidante analizado.

En lo referente a P2 y P3, que solo difieren en un aminoacido, el orbital HOMO se situa
sobre la Met. Esta Met se encuentra en una posicion terminal, y estd sumamente
expuesta al solvente. De acuerdo a la bibliografia esta disposicion tenderia a incrementar
la capacidad antioxidante. Por lo que la capacidad antioxidante que estos dos péptidos
presentan podria deberse a la posicion de este aminoacido, y la variacion con P1, a que

P1 presenta un aminoacido aromatico.

Los péptidos con Trp en su secuencia pueden ejercer su capacidad antioxidante tanto por
HAT como por SET, siendo esto coherente con los resultados experimentales.
A su vez este resultado es consistente con la bibliografia, que reporta a este aminoacido

como caracteristico en secuencias de péptidos antioxidantes.

Péptido ICs, ORAC (mg/mL) IC5 HORAC (mg/mL) | IC5 ABTS (mg/mL)
(1) IWCKDDQNPH 0,015+0,002 1,30+0,05 0,45+0,02

(2) KFLDDDLTDDIM 0,19+0,03 N/a N/a

(3) DKFLDDDLTDDIM | 0,18+0,06 N/a N/a

Tabla 6. Actividad antioxidante segun ABTS, ORAC y HORAC de los tres péptidos.
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IWCKDDQNPH

KFLDDDLTDDIM

DKFLDDDLTDDIM

Figura 8. Estructura de los tres péptidos en estudio representada mediante varillas y esferas en
gris (carbono), rojas (oxigeno), azules (nitrégeno), amarillas (azufre). Los atomos de hidrégeno no
estan representados. En particular se detallan los orbitales de frontera HOMO calculados por DFT
representados mediante superficies globulares sélidas en verde y magenta. A la derecha de cada
figura se menciona sobre qué residuo se encuentra el orbital HOMO. Péptido P1 (a) su orbital
HOMO se encuentra sobre el triptéfano (IWg,CKDDQNPH). P2 (b) (KFLDDDLTDDIMg) y P3 (c)
(DKFLDDDLTDDIMg,) orbitales HOMO sobre la metionina. En la esquina superior izquierda de

cada figura se detalla la secuencia de cada péptido.
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Péptido | Gapyomo-Lumo (€V)

1 4.921
2 4.921
3 5.061

Tabla 7. Gap pomo-Lumo Para los tres péptidos estudiados.

Es relevante considerar en esta discusion las limitantes del abordaje realizado, tanto
desde el punto de vista in vitro como in silico. Desde el punto de vista in vitro, el radical
ABTS es menos reactivo que los radicales hidroxilo y peroxilo. Ademas, es repelido por
residuos de Lys, y Phe es poco activa contra él. Desde el punto de vista in silico, el
estudio del orbital HOMO de cada péptido nos dara informacién sobre la distribucién de
densidad electronica que nos permitira predecir a nivel de qué region de la molécula seria
mas esperable que pudiera compartirse un electron.

El gapuowowumo (Tabla 7) por otro lado, nos dara informacién sobre la reactividad de la
molécula como un todo. Los valores obtenidos para los tres péptidos son semejantes. El
dapromo-Lumo POr si solo no da informacién sobre la forma en la que esa reactividad tiene

lugar.

Ademas, la interpretacion de estos resultados estd enmarcada en el supuesto de
considerar que la actividad antioxidante de los péptidos ocurre por el mecanismo Single
Electron Transfer (SET), cuando también podria suceder por transferencia de Hidrégeno,
Hydrogen Atom Transfer (HAT). Respecto a esto, algunos aminoacidos pueden ejercer
accion antioxidante por el mecanismo HAT (Trp, Phe, His), otros por SET (Ala, Leu, Pro,
Phe, Trp, Tyr, His). Notar que algunos aminoacidos pueden actuar por uno u otro
mecanismo. También, la disponibilidad de esos electrones o hidrégenos para ser

transferidos dependera del entorno del residuo aminoacidico considerado.

Por lo tanto para evaluar en mayor detalle la capacidad antioxidante de estos péptidos
deberian llevarse a cabo mas estudios, por ejemplo, la energia de disociacion de enlace

(para HAT) una vez planteado un modelo para este mecanismo.
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Estudios in silico de anclaje molecular en péptidos de suero inhibidores de la

enzima ECA.

Se utiliz6 como receptor la estructura PDB ID: 1086 de ECA. Se utilizaron como
estructuras de ligandos las conformaciones obtenidas de las Dinamicas Moleculares de
50ns efectuadas para cada uno de los tres péptidos. Para los docking efectuados se
utilizé MOE 2015.

El sitio de anclaje se construyd seleccionando una esfera de radio 9,0 A centrada en el
sitio activo (Fig. 4.b) y extendiendo la seleccion a los residuos de ECA cuyos atomos

guedaron seleccionados en la esfera.

El posicionamiento de los ligandos se realizé utilizando el ajuste inducido (/nduced fit) que
permite la movilidad (flexibilidad) de las cadenas laterales incluidas en la esfera y con un
método de colocacion Alpha PMI (utiliza alfa esferas del receptor y al ligando lo
representa a través de sus momentos principales de inercia). La medida del ajuste (Score,
expresada en kcal/mol) se obtuvo con la funcién de puntuacion affinity delta G (19),
parametrizada para expresar el resultado como energias de interaccion.

El modo de unién se analizé considerando los scores obtenidos (Tabla 8) para las
diferentes poses y analizando graficamente los enlaces no covalentes establecidos en los

complejos péptido-ligando.

Posteriormente se analizaron las interacciones moleculares presentes. El analisis PLIF
(Protein-Ligand Interaction Fingerprints) [19] (Figuras 10, 11 y 12) permite hacer un
estudio poblacional de las interacciones. Conociendo las interacciones que seria deseable
entablar en base al conocimiento del sitio activo y modo de accion de la enzima, se
discute para cada péptido las poses que incluian estas interacciones. A saber,
interacciones electrostaticas con His®®3, His®’, Glu*"" y Zn?*. Cabe mencionar que como
fue discutido en la introduccién, la interaccién con Glu** y con el Zn** pueden no estar
presentes en este sistema (ECA-péptido) sin que eso implique que los péptidos no
ejerzan actividad antihipertensiva pues otras interacciones pueden estabilizarlos, siendo

ejemplo de esto interacciones con los residuos Ala®** y Tyr®2 (ver fig. 5).
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Trmp Asn Lys Arg l'_yrGlu Glu Met  His AlaSer AlaTrp TyrGlu.,
59 66 118 124 135143 162 223 353354355356357 360376

S

Glu Gly GluLysAsp L;s His Ser Tyr H20
384 404411449453 454 513516 523 W2570

Figura 10. Analisis poblacional de interacciones Proteina-Ligando (PLIF) para P1 representado en
forma de histograma. La numeracién corresponde a los residuos de ECA con los que interacciona
P1, la altura de cada barra a la cantidad de poses predichas por el anclaje que entablarian dicha
interaccion, y la cantidad de barras a los diferentes tipos de interacciones que son entabladas con
el residuo. El Zn?" no figura anotado al pie, pero esta representado en color turquesa entre Tyr*? y

el agua.
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'li'rpi_-61 Lys Arg l?rGlu Glu Met  His AlaSer AlaTrp TyrGlu.
59 66 118 124 135143 162 223  353354355356357 360376.

LASp Glu (Tl} (ERTp Lys His Ser lTr HzK
1377 384 404411449453 454 213516 523 W2570

Figura 11. Analisis poblacional de interacciones Proteina-Ligando (PLIF) para P2 representado en
forma de histograma. La numeracién corresponde a los residuos de ECA con los que interacciona
P2, la altura de cada barra a la cantidad de poses predichas por el anclaje que entablarian dicha
interaccion, y la cantidad de barras a los diferentes tipos de interacciones que son entabladas con
el residuo. ElI Zn?* no figura anotado al pie, pero esta representado en color turquesa entre Tyr*? y

el agua.
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Ju. l“l |

I'm Asn Lys Arg TyrGlu  Glu '\1<1 His AlaSer AlaTmp 'l\ll

59 60 118 124 135143 162 223 353354355356357 36037

\*I' (gl\(ylui sAsp Lys lis Ser [\l H20
38 404411449453 454 513516 523 W2570

Figura 12. Analisis poblacional de interacciones Proteina-Ligando (PLIF) para P3 representado en
forma de histograma. La numeracién corresponde a los residuos de ECA con los que interacciona
P3, la altura de cada barra a la cantidad de poses predichas por el anclaje que entablarian dicha
interaccion, y la cantidad de barras a los diferentes tipos de interacciones que son entabladas con
el residuo. El Zn?" no figura anotado al pie, pero esta representado en color turquesa entre Tyr®? y

el agua.

De las interacciones previamente mencionadas, P1 interactia mayoritariamente con

His®3, His®’, Glu#*, Glu*", Tyr%%, Ala®*®, Zn?"y la molécula de agua.

P2 y P3 (solo difieren en su secuencia en un aminoacido y el patron de interacciones que
presentan es semejante) interactian mayoritariamente con His®*®, His®’, Glu®®*, Tyr®%,

Ala®** Zn?* y la molécula de agua.

De acuerdo a lo obtenido experimentalmente, soélo P1 presenta actividad antihipertensiva
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(Tabla 8). Teniendo en cuenta que son péptidos de entre 10 y 14 aminoacidos, la
diferencia de afinidad entre los péptidos por el sitio debe estar ademas determinada por
otras interacciones. Lo relevante es observar entonces en qué interacciones difieren P2 y
P3 con P1. P1 presenta interacciones con Tyr'® y Glu*"', mientras que P2 y P3 no. Por
otro lado, P1 no presenta interacciones con Glu*® y Lys** mientras que P2 y P3 si. El que
P2 y P3 tiendan a interactuar en mayor medida con residuos polares es coherente con su

secuencia.

Otra variable a considerar es la cantidad y tipo de interacciones que los péptidos entablan
con un residuo especifico. Una diferencia que en este sentido salta a la vista esta a nivel
de las interacciones con el Zn?*. P2 y P3 interactian en mucha mayor medida con él de lo
que lo hace P1. Segun fue mencionado en la introduccion, si bien este metal se encuentra
en el centro de reaccion, la inhibicion de ECA mediante péptidos no tendria que
involucrarlo necesariamente. Los farmacos empleados como antihipertensivos interactuan
directamente con el Zn*, pero Angll, que es un péptido, no. Por lo tanto seria mas
esperable que P1, P2 y P3, por ser péptidos al igual que Angll, actuaran de modo

semejante a ella.

La misma légica aplica al agua, que podria ser desplazada del sitio.

Péptido ICs0 (Mg/mL) Docking Score Induced Fit
(kcal/mol)

P1 3,91+ 0,2 -18.89

P2 N/a -19.35

P3 N/a -20.81

Tabla 8. Inhibicién de ECA por P1, P2 y P3 in vitro e in silico
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Figura 13. Representacion 3D de la pose seleccionada de P1 dockeado en el sitio activo de ECA.
Ademas de los aminoacidos del sitio activo (His®?, His®’, Glu®®, Glu*" y Zn?* se incluyen Ala*®y
Tyr®2, por ser dos aminoacidos considerados relevantes en la bibliografia frente a la interaccion
ECA-péptido (hidrogenos ocultos). Para mayor claridad en la visualizacién P1 es representado a
partir de su estructura secundaria y se incluyen superficies moleculares. Arriba superficie
molecular representando la electrostatica (rojo para cargas negativas y azul para cargas
positivas). Abajo superficie molecular representando la hidrofilicidad-hidrofobicidad (regiones
hidrofilicas en violeta y regiones hidrofébicas en verde). Para mayor detalle de las interacciones

ver representacion en 2D de todos los contactos en Anexo (fig. 1).
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Figura 14. Representacion 3D de la pose seleccionada de P2 dockeado en el sitio activo de ECA.
Ademas de los aminoacidos del sitio activo (His®?, His®’, Glu®®, Glu*" y Zn?* se incluyen Ala*®y
Tyr®?, por ser dos aminoacidos considerados relevantes en la bibliografia frente a la interaccion
ECA-péptido (hidrogenos ocultos). Para mayor claridad en la visualizacion P2 es representado a
partir de su estructura secundaria y se incluyen superficies moleculares. Arriba superficie
molecular representando la electrostatica (rojo para cargas negativas y azul para cargas
positivas). Abajo superficie molecular representando la hidrofilicidad-hidrofobicidad (regiones
hidrofilicas en violeta y regiones hidrofébicas en verde). Para mayor detalle de las interacciones
ver representacion en 2D de todos los contactos en Anexo (fig. 2)
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Figura 15. Representacion 3D de la pose seleccionada de P3 dockeado en el sitio activo de ECA.
Ademas de los aminoacidos del sitio activo (His®?, His®*®’, Glu®®, Glu*" y Zn?* se incluyen Ala®®y
Tyr®%, por ser dos aminoacidos considerados relevantes en la bibliografia frente a la interaccién
ECA-péptido (hidrogenos ocultos). Para mayor claridad en la visualizacion P3 es representado a
partir de su estructura secundaria y se incluyen superficies moleculares. Arriba superficie
molecular representando la electrostatica (rojo para cargas negativas y azul para cargas
positivas). Abajo superficie molecular representando la hidrofilicidad-hidrofobicidad (regiones
hidrofilicas en violeta y regiones hidrofdbicas en verde). Para mayor detalle de las interacciones

ver representacion en 2D de todos los contactos en Anexo (fig. 3).
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Respecto a las energias de interaccion, se tomaron en cuenta como un parametro

indicativo pero no determinante a la hora de elegir una pose representativa del anclaje.

Las observaciones mencionadas pueden verse con mas claridad en las Figuras 13-15,
poses representativas obtenidas a partir del anclaje (una por péptido), seleccionadas

considerando el score obtenido (Tabla 8) y las interacciones entabladas.
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CONCLUSIONES

Ninguno de los tres péptidos analizados en este trabajo han sido reportados aun, por lo
que incrementaran la informacion disponible sobre el tema.

El abordaje in silico realizado permitié explicar desde el punto de vista fisicoquimico los
resultados experimentales obtenidos.

Un analisis mas detallado del problema requeriria otros abordajes tanto experimentales
como bioinformaticos.

Relativo a la accion antihipertensiva, los resultados de inhibicién de la enzima in vitro asi
como los estudios de anclaje, fueron consistentes.

Desde lo bioinformatico, podria profundizarse el estudio llevando a cabo dinamicas
moleculares de la enzima con cada uno de los péptidos. También, podrian eventualmente
hacerse cristalografias que confirmaran las interacciones predichas.

Desde lo experimental queda pendiente la discusion de la biodisponibilidad de estos
péptidos, ya que, como fue discutido, siendo hidrofilicos es poco probable que atraviesen
membranas.

Relativo a la acciéon antioxidante, también fue posible relacionar lo obtenido
experimentalmente con lo esperado tedricamente. De todas formas, para poder estudiar el
caso en mas detalle, convendria analizar energias de disociacion de enlace, tal cual se

discutié en la seccion anterior.
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O acidic  + sidechain donor O metal complex @H arene-H

O basic  -* backbone acceptor solvent contact ©+ arene-cation
O greasy -+ backbone donor metalfion contact

L, Proximity ° ligand O receptor

" contour exposure exposure

Figura 1. Representacion de interacciones en 2D para la pose de docking seleccionada

de P1. Figura generada con utilidad Ligandinteractions, MOE.
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O polar ~# sidechain acceptor () solvent residue arene-arene

O acidic  + sidechain donor O metal complex  ©H arene-H

O basic  =* backbone acceptor solventcontact @+ arene-cation
(O greasy =+ backbone donor ~ metalfion contact

-, PrOXimity - ligand O receptor

“ contour exposure exposure

Figura 2. Representacion de interacciones en 2D para la pose de docking seleccionada

de P2. Figura generada con utilidad Ligandinteractions, MOE.
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O acidic  + sidechain donor O metal complex ©H arene-H

O basic  ** backbone acceptor solvent contact @+ arene-cation
(O greasy - backbone donor ~ metalfion contact

e, PrOXimity - ligand O receptor
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Figura 3. Representacion de interacciones en 2D para la pose de docking seleccionada

de P3. Figura generada con utilidad Ligandinteractions, MOE.
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